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least, a nucleotide sequence capable of hybridizing with the said 
sequence of interest and a nucleotide sequence capable of 
hybridizing with the said probe, the said reagent containing more 
than 10 of the said oligonucleotide units of the said series per 
particle. 
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Description 

[0001] La presente invention a pour objet un reactif et un precede pour la detection d'une sequence nucleotidique 
dans un echantillon. 

5 [0002] II est souvent necessaire de determiner si un gene, une partie de gene ou une sequence nucleotidique par- 
ticuliere est present chez un organisme vivant, dans un extrait cellulaire ou dans un echantillon biologique. 
[0003] La recherche de sequences nucleotidiques specifiques est utilisee notamment pour la detection d'organismes 
pathogenes, la determination de la presence d'alleles ou la detection de la presence de lesions dans un genome. Des 
maladies genetiques telles que la maladie de Huntington, la myopathie de Duchenne, la phenylcetonurie et la (J-tha- 

10 lassemie peuvent etre diagnostiquees par te biais de I'analyse de I'ADN des individus. De plus, le diagnostic ou Iden- 
tification de virus, de viroides, de bacteries, de champignons ou de parasites peut etre realise par des experiences 
d'hybridation avec des sondes nucleiques. 

[0004] Differents types de methodes de detection des acides nucleiques sont decrits dans la litterature. Ces metho- 
des reposent sur les proprietes d'appariement purine-pyrimidine des brins complementaires d'acides nucleiques dans 

15 les duplex ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-ARN. Ce processus d'appariement s'effectue par I'etablissement de liaisons 
hydrogene entre les bases adenosinethymine (A-T) et guanosine-cytosine (G-C) de I'ADN double brin. Des paires de 
bases adenosine-uracile (A-U) peuvent egalement se former par liaisons hydrogene dans les duplex ADN-ARN ou 
ARN-ARN. L'appariement de brins d'acides nucleiques pour la determination de la presence ou de I'absence d'une 
molecule d'acide nucleique donnee est communement appelee par "hybridation d'acides nucleiques" ou simplement 

20 "hybridation". 

[0005] Sur la base des proprietes des acides nucleiques, des techniques ont ete developpees permettant de mettre 
en evidence et de quantifier, dans un echantillon a analyser, un acide nucleique appele cible. Ces techniques, qui sont 
bien connues, peuvent etre divisees en deux grands groupes : les techniques dites de detection directe telles que celle 
dite de SOUTHERN et la technique dite "Dot-blot" pour la detection d'ADN ou la technique NORTHERN pour la de- 

25 tection d'ARN, et les techniques dites indirectes telles que la technique sandwich ou "Reverse-Dot". 

[0006] Une des principales difficultes rencontrees lors de la mise au point d'un test pour detecter une sequence 
nucleotidique cible d'interet est le seuil de sensibilite des methodes d'hybridation, et diverses methodes ont ete decrites 
af in d'accroitre la puissance de detection de ces techniques d'hybridation. Ces methodes dites "d'amplif ication" peuvent 
intervenir a differents stades d'un procede de detection par sondes nucleiques. On peut distinguer deux categories : 

30 I'amplification de cible ou de signal. 

[0007] Les techniques d'amplification de cible sont connues. Un inconvenient de ces techniques reside dans la 
difficulty a quantifier la cible nucleique d'interet apres I'etape d'amplification. 

[0008] D'autres approches, concernant ['amplification de signal, ont ete decrites. Ainsi, les brevets US-4 731 325 et 
EP-0 225 807 decrivent des techniques utilisant une pluralite de sondes de detection pouvant s'hybrider sur la cible. 
35 Dans beaucoup de cas (necessite de differencier des especes proches en bacteriologie ou mise en evidence de ma- 
ladies genetiques), il n'est pas possible d'utiliser cette technique car une seule sequence specifique sur ta cible est 
utilisable pour hybrider une sonde de detection. 

[0009] Certaines techniques decrites consistent a augmenter le nombre des traceurs, c'est-a-dire de molecules ca- 
pables de generer un signal, directement ou indirectement, sur la sonde de detection. Le traceur peut notamment etre 
40 une biotine, un fluorophore, une enzyme ou un groupement radioactif . La sonde de detection est greffee a un polymere, 
qui peut etre de nature nucleotidique, sur lequel sont fixes, le plus souvent par covalence, un nombre de traceurs 
superieur a deux (voir par exemple US-4 687 732, EP-0 373 956, WO-88/02784, WO-90/00622, EP-0 292 128, WO- 
89/03849 et EP-0 173 339). 

[0010] L'un des inconvenients de ces techniques reside dans la necessite de realiser un couplage controle entre la 
45 sonde et le nombre de traceurs. Ce double couplage n'est pas aise a maitriser pour avoir un maximum de traceurs 
pour une sonde de detection. Des systemes ou le traceur est incorpore de maniere controlee, par exemple au cours 
de la synthese automatique d'oligodesoxyribonucleotides, ont ete decrits (Pieles U. et al., Nucleic Acids Research, 1 8, 
4355-4360 (1990) ou Misiura K. et al., Nucleic Acids Research, 18, 4345-4354 (1990)). Mais dans ce cas, le nombre 
de traceurs incorpores est faible en raison des limitations inherentes a la synthese sur support solide. De plus, lorsque 
50 le nombre de traceurs augmente, la sonde de detection est facilement masquee par les traceurs et le rendement 
d'hybridation diminue. 

[0011] Ces memes inconvenients se retrouvent dans le systeme decrit dans le brevet US-4 882 269. Une sonde 
dite primaire de nature nucleotidique comportant une queue de type polymere quelconque s'hybride sur la cible. Cette 
queue peut porter un traceur revelable par une sonde secondaire adaptee. Dans le cas ou la queue est de nature 
55 nucleotidique, la sonde secondaire est de nature nucleotidique et peut s'hybrider avec la queue. Pour que le systeme 
fonctionne, il faut une queue nucleotidique de grande taille, de sequence differente de la sonde primaire, et it faut 
multiplier les sondes secondaires marquees. Cela est realise en pratique par des techniques de biologie moleculaire 
ou la sonde primaire est donee dans un phage et les sondes secondaires sont complementaires de differentes se- 
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quences du phage. 

[0012] Un autre systeme est decrit dans le brevet EP-0 153 873, dans lequel une partie d'une sonde nucleique dite 
primaire s'hybride avec la cible. Cette sonde primaire comprend une deuxieme partie sur laquelle peut s'hybrider une 
deuxieme sonde multimarquee dite secondaire. Dans la realisation pratique, ces sondes primaires sont fabriquees par 

s des techniques de biologie moleculaire comme le clonage (par exemple clonage d'une sequence specifique de la cible 
dans un fragment de phage M13) qui sont peu adaptees a des processus de fabrication a grande echelle, 
[0013] Le document EP-0 204 510 decrit un procede dans lequel la cible nucleique est mise en contact avec une 
premiere sonde appelee sonde receptrice, une deuxieme sonde appelee sonde amplificatrice et une troisieme sonde, 
appelee sonde marquee, capable de s'hybrider avec la deuxieme sonde amplificatrice. La sonde receptrice qui s'hy- 

10 bride avec la cible possede une queue nucleotidique homopolymere (par exemple polyA). La sonde amplificatrice 
contient Une sequence complementaire de la queue (par exemple polyT). La sonde de marquage contient une se- 
quence nucleotidique capable de s'hybrider avec la sonde amplificatrice (par exemple polyA marquee). Cette combi- 
naison de sondes constitue un empilement conduisant a une amplification de signal. Un autre type d'empilement est 
decrit dans le brevet EP-0 450 594. Dans ces deux cas, les empilements qui se produisent dans le milieu d'hybridation 

15 ne sont pas contrdles et conduisent a une mauvaise reproductibilite et done a des problemes de quantification. De 
plus la multiplication d'etapes successives d'hybridation entraine des pertes qui entralnent un gain mediocre en am- 
plification de signal. 

[001 4] Dans le brevet FR-2 71 0 075, on a decrit I'utilisation d'un copolymere sur lequel sont greffees plusieurs unites 
oligonucleotidiques complementaires d'une sonde de detection marquee et aussi complementaires de la cible. Ce- 

20 pendant, les polymeres ont tendance a former des agregats nuisant a I'homogeneite des resultats. 

[0015] II a par ailleurs ete decrit dans la demande de brevet EP-A-0 159 719, une methode d'hybridation pour la 
detection d'un materiel genetique cible, utilisant des segments oligonucleotidiques, portes ou non par une meme sonde, 
reconnaissant deux sequences differentes de la cible, et conduisant a la formation de multihybrides. Les segments 
sont marques soit par des particules, soit par des entites susceptibles de generer un signal. Dans cette methode, qui 

25 implique generalement la presence d'une seule entite generatrice de signal fonctionnelle par molecule cible, et qui ne 
permet done generalement pas I'amplif ication de signal, les particules permettent la capture de la cible et son isolement 
soit par sedimentation ou filtration, soit par agglutination et precipitation dans le cas ou les segments sont portes par 
des sondes distinctes ou non, lesdites sondes etant chacune fixees en plusieurs exemplaires sur une particule. 
[0016] On a maintenant trouve un systeme de detection ne presentant pas les inconvenients precites. 

30 [0017] L'invention a pour objet un necessaire (encore appele "kit") pour la detection d'une sequence nucleotidique 
d'interet a I'aide d'une sonde nucleotidique marquee, avec amplification de signal, caracterise par le fait qu'il contient, 
dans des conteneurs appropries, ladite sonde nucleotidique, marquee avec un traceur, et un reactif comprenant es- 
sentiellement une suspension de particules sur lesquelles est immobilisee au moins une serie d'unites oligonucleoti- 
diques, chacune desdites unites oligonucleotidiques de ladite serie, toutes identiques, comprenant, au moins, une 

35 sequence nucleotidique capable d'hybridation avec ladite sequence d'interet et une sequence nucleotidique capable 
d'hybridation avec ladite sonde, ledit reactif contenant plus de 10, et en particulier plus de 50, desdites unites oligo- 
nucleotidiques de ladite serie par particule. 

[0018] Bien entendu, le nombre d'unites nucleotidiques donne ici est un nombre moyen d'unites nucleotidiques par 
particule. 

40 [001 9] Par exemple, le reactif utilise dans le kit de l'invention peut comprendre, en moyenne, de 1 00 a 1 000 desdites 
unites oligonucleotidiques d'une meme serie par particule. 

[0020] La suspension de particules est egalement appelee "latex". On appelle ici latex une suspension de particules 
de polymere, naturel ou synthetique, dans un milieu liquide, notamment un milieu aqueux, les particules etant insolubles 
dans ledit milieu et ayant des dimensions inferieures a 10 urn. 

45 [0021] Les particules du latex utilisables dans la realisation du reactif peuvent etre des produits commerciaux ou 
peuvent etre preparees de facon connue, notamment par polymerisation en emulsion, en suspension, en dispersion, 
ou par precipitation ; voir par exemple R. Arshady, Colloid Polym. Sci. 270:717-732 (1992) et le brevet PR-2 676 451. 
Ces particules peuvent porter des fonctions reactives telles que par exemple des groupements thiol, amine ou carbo- 
nyle (notamment aldehyde) ; des groupements acide carboxylique, des groupements acide carboxylique actives, no- 

so tamment sous forme de chlorure d'acide, d'anhydride, d'anhydride mixte, d'ester (ester de N-hydroxysuccinimide, ester 
de p-nitrophenyle, etc.) ; des groupements hydroxyle et leurs derives (tosylates, mesylates, etc.) ; des groupements 
halogenes ; des doubles liaisons activees (par exemple divinylsulfone ; des groupements carbonyle a,p-insatures, 
etc.). Le materiau polymere constituant les particules peut etre issu notamment de monomeres choisis parmi les derives 
de type vinylique tels que le styrene, les derives acryliques (acides acrylique et methacrylique, acrylamides et metha- 

55 crylamides, esters acryliques et methacryliques), les alcools, esters et ethers vinyliques, etc.). 

[0022] Les particules, qui sont de preference de taille homogene, ont par exemple des dimensions pouvant aller de 
50 nm a 5 jam, et en particulier de 100 a 1000 nm. 

[0023] Le terme "unite oligonucleotidique" tel qu'utilise dans la presente demande, designe un oligonucleotide cons- 
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titue par un enchainement d'au moins 5 desoxyribonucleotides ou ribonucleotides comprenant eventuellement au 
moins un nucleotide modifie, par exemple au moins un nucleotide comportant une base modifiee telle que I'inosine, 
la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-S- 
desoxyuridine ou toute autre base modifiee permettant I'hybridation. Cet oligonucleotide peut aussi §tre modifie au 
5 niveau de la liaison internucleotidique comme par exemple les phosphorothioates, les H-phosphonates, les alkyl-phos- 
phonates, au niveau du squelette comme par exemple les a-oligonucleotides (FR-2 607 507) ou les PNA (M. Egholm 
et al. v J. Am. Chem. Soc, (1992), 114, 1895-1897). Ces diverses modifications peuvent eventuellement etre prises en 
combinaison. 

[0024] La sequence d'interet est notamment une sequence nucleotidique simple brin, eventuellement obtenue par 
10 denaturation prealable d'un hybride (ADN-ADN, ADN-ARN ou ARN-ARN) selon les techniques classiques (physiques, 
chimiques ou enzymatiques). Le systeme d'amplification de signal de I'invention peut egalement servir a la detection 
d'une sequence double brin, en operant selon la technique de la triple helice a laquelle il peut s'appliquer. 
[0025] Les traceurs utilises pour marquer la sonde de detection sont choisis parmi les traceurs usuels. Ce sont par 
exemple : 

15 

des enzymes qui sont aptes a produire un signal detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence, ou lumi- 
nescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la p-galactosidase, la glucose-6-phosphate 
dehydrogenase, etc. ; 

des chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants ; 
20 - des groupements a densite electronique detectable par microscopie electronique ou par leurs proprietes electri- 
ques comme la conductivite, Pamperometrie, la voltametrie, ou les mesures d'impedance ; 
des groupements detectables par des methodes optiques (comme la diffraction, la resonance plasmon de surface, 
la variation d'angle de contact) ou par des methodes physiques comme la spectroscopic de force atomique, I'effet 
tunnel ; 

25 - des molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le 125 l. 

[0026] Les methodes covalentes ou non covalentes pour attacher ces traceurs dependent du type de traceur et sont 
bien connues. 

[0027] Des systemes indirects peuvent aussi etre utilises, par exemple, ceux comprenant les haptenes, detectables 
30 par un anticorps specifique, ou une proteine comme le couple biotine-avidine ou biotine-streptavidine, ou encore un 
couple sucre/lectine. Dans ce cas c'est I'anticorps ou la proteine qui porte un traceur. 

[0028] Les acides nucleiques hybrides de type ADN/ADN, ARN/ARN, ADN/ARN, peuvent etre detectes par des 
anticorps antihybrides, ou par des proteines specifiques comme les polymerases phagiques. 

[0029] Si la sonde de detection est constitute de nucleotides modifies comme les nucleotides d'anomerie alpha ou 
35 les PNA (RE NIELSEN et al., Science, 254,1497-1500 (1991)), des anticorps anti-alphanucleotides ou anti-PNA peu- 
vent etre utilises. 

[0030] Selon un premier mode de realisation, le reactif utilise selon I'invention est caracterise par le fait que, dans 
une meme unite oligonucleotidique, lesdites sequences capables d'hybridation sont distinctes et non chevauchantes. 
Dans un tel cas, la sequence de la sonde marquee peut etre choisie arbitrairement, et ladite sequence oligonucleoti- 
de? dique capable d'hybridation avec la sonde est alors une sequence complementaire de celle de la sonde. 

[0031] Dans un systeme utilisant un tel reactif. la sonde marquee peut done etre utilisee comme sonde de detection 
universelle. En outre, un tel systeme convient plus particulierement pour effectuer la detection en une seule etape, 
notamment sans lavage(s) intermediaire(s). 

[0032] Dans un autre mode de realisation, le reactif utilise selon I'invention est caracterise par le fait que dans une 
45 meme unite oligonucleotidique, I'une desdites sequences capables d'hybridation est incluse dans I'autre. Autrement 
dit, Tune desdites sequences est constitute par une partie de I'autre sequence, ou bien, a la limite, les deux sequences 
sont confondues (elles sont identiques) et, en fait, n'en font qu'une, dans Punite oligonucleotidique. Dans ce mode de 
realisation, la sonde marquee doit evidemment etre adaptee a la cible (sequence d'interet) : ou bien la sonde est 
identique a la sequence d'interet, ou bien la sonde doit au moins etre homologue de la sequence d'interet, e'est-a-dire 
so etre capable de s'hybrider avec la sequence complementaire de la sequence d'interet. 

[0033] Generalement, le reactif utilise selon I'invention contient quelques centaines d'unites oligonucleotidiques 
d'une meme serie (toutes identiques), notamment de 100 a 1000 unites oligonucleotidiques, telles que definies ci- 
dessus, par particule. Ce reactif est egalement appele ici "conjugue de detection". 

[0034] Les unites oligonucleotidiques presentes dans le reactif d'amplification de I'invention sont generalement des 
55 oligonucleotides ayant une longueur de 5 a 100 nucleotides et en particulier de 10 a 40 nucleotides. 

[0035] Les unites oligonucleotidiques sont immobilisees sur les particules du latex selon les methodes connues, par 
exemple par adsorption, par interaction hydrophobe, par interaction ionique, ou par etablissement de liaisons hydro- 
gene, ou encore par couplage de facon a etablir une liaison covalente avec les particules, eventuellement par I'inter- 
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mediaire d'un bras espaceur. 

[0036] Le couplage d'unites oligonucleotidiques avec les particuies du latex peut etre effectue selon Tune des me- 
thodes suivantes. Par exemple, dans le cas d'une methode directe, on synthetise un oligonucleotide ayant une fonction 
reactive a un endroit quelconque de ta chalne nucleotidique, comme par exemple a I'extremite 5* ou a I'extremite 3', 

s ou sur une base nucleotidique ou sur un phosphate internucleotidique, ou encore sur la position 2' du sucre nucleoti- 
dique. (.'oligonucleotide est ensuite couple aux particuies du latex preparees au prealable et comportant une fonction 
reactive complementaire de celle de ('oligonucleotide, c'est-a-dire telle que la reaction des deux fonctions reactives 
entre elles permet I'etablissement d'une liaison covalente entre ['oligonucleotide et une particule. A titre d'exemples 
de couples de fonctions reactives, on peut coupler des amines primaires avec un acide carboxylique active, un alde- 

w hyde, un isocyanate, un isothiocyanate ou une double liaison activee par au moins un carbonyle, par une sulfone, par 
un groupement sulfoxyde ou par un nitrile ; ou bien une fonction thiol avec un halogenoalkyle ou avec un derive a 
double liaison carbone-carbone activee. 

[0037] Dans une methode de couplage indirect, I'oligonucleotide et les particuies sont chacun porteurs d'une fonction 
reactive, ces fonctions reactives pouvant etre identiques ou differentes Tune de I'autre, ces deux fonctions n'etant pas 

is complementaires, mais etant capables de reagir avec un agent intermediate de couplage qui est un reactif bifonctionnel 
pouvant eventuellement joue le role de bras espaceur. Cet agent est dit homobifonctionnel si les deux fonctions sont 
identiques et heterobifonctionnel si les deux fonctions sont differentes. Parmi les agents de couplage homobifonction- 
nels, on peut citer le DITC (phenylene-1 ,4-diisothiocyanate), le DSS (disuc-cinimidylsuberate) ou analogues lorsque 
les deux fonctions reactives sont des fonctions amines primaires. Parmi les agents de couplage heterobifonctionnels, 

20 on peut citer le SMCC (succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate) lorsque les deux fonctions 
reactives presentent chacune independamment de I'autre une fonction amine primaire et une fonction thiol, le SMPB 
(succinimi-dyl-4-(p-maleimido phenyl) butyrate) ou analogues. 

[0038] Apres le couplage de ['oligonucleotide avec les particuies, I'exces eventuel de fonctions reactives sur les 
particuies peut etre neutralise, le cas echeant, de facon connue en soi. Par exemple, les groupements aldehyde en 

25 exces peuvent etre neutralises par une amine primaire telle que I'ethanolamine (et inversement), les groupements 
maleimide peuvent etre neutralises par un thiol (tel que la thioethanolamine ou le dithiothreitol), etc. 
[0039] On peut immobiliser de la meme facon, sur des particuies couplees a une premiere serie d'unites oligonu- 
cleotidiques toutes identiques, au moins une seconde serie d'unites oligonucleotidiques toutes identiques mais diffe- 
rentes de celles de la premiere serie. Par exemple, les unites oligonucleotidiques de la seconde serie comprennent 

30 une sequence nucleotidique capable d'hybridation avec une seconde sequence d'interet differente de la sequence 
d'interet reconnue par les unites oligonucleotidiques de la premiere serie. 

[0040] L'invention concerne egalement I'utilisation d'un reactif, constitue par le conjugue de detection tel que defini 
precedemment, comme reactif d'amplification de signal dans un procede de detection d'une sequence nucleotidique 
d'interet. 

35 [0041] La sequence d'interet est soit une sequence de la substance cible (celle que Ton veut detecter effectivement), 
soit une sequence liee a la substance cible, soit encore (dans des methodes de competition) une sequence liee a un 
analogue de la substance-cible, competiteur de celle-ci. 

[0042] L'invention concerne notamment un procede de detection, avec amplification de signal d'une sequence nu- 
cleotidique d'interet susceptible d'etre immobilisee sur un support solide, dans lequel on utilise une sonde nucleotidique 
40 de detection marquee avec un traceur, caracterise par le fait que Ton ajoute a un milieu liquide en contact avec ledit 
support solide, dans des conditions permettant I'hybridation : 

un reactif tel que defini ci-dessus, 
et la sonde de detection marquee, 

45 

puis on revele selon les methodes usuelles la presence eventuelle du traceur immobilise sur le support solide. 
[0043] Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels peut etre immobilise un oligo- 
nucleotide pour une utilisation dans des tests diagnostiques, en chromatographie d'affinite et dans des processus de 
separation. Des materiaux naturels ou de synthese, modifies ou non chimiquement peuvent etre utilises comme support 

so solide, notamment les polysaccharides tels que les materiaux a base de cellulose, par exemple du papier, des derives 
de cellulose tels que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose, du dextran ; des polymeres tels que polychlorures de 
vinyle, polyethylenes, polystyrenes, polyacrylates, polyamides, ou copolymeres a base de monomeres vinyl aromati- 
ques, alkylesters d'acides a-p insatures, esters d'acides carboxyliques insatures, chlorure de vinylidene, dienes ou 
composes presentant des fonctions nitrile (comme acrylonitrile) ; des polymeres de chlorure de vinyle et de propylene ; 

55 des polymeres de chlorure de vinyle et d'acetate de vinyle ; des copolymeres a base de styrenes ou derives substitues 
du styrene ; des fibres naturelles telles que le coton et des fibres synthetiques telles que le nylon ; des materiaux 
inorganiques tels que la silice, le verre, une ceramique, le quartz. Le choix d'un materiau de support, dans chaque cas 
particulier, peut etre effectue a partir de simples experiences de routine. 
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[0044] Le support solide utilise dans la presente invention est notamment un polymere de polystyrene, un copolymere 
butadiene-styrene ou un copolymere butadiene-styrene en melange avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres 
choisis parmi le polystyrene, les copolymeres styrene-acrylonitrile ou styrene-m6thylm6thacrylate de mSthyle, les po- 
lypropylenes, les polycarbonates ou analogues. Le support solide utilise est notamment un polystyrene ou un copoly- 
s mere a base de styrene comprenant entre environ 10 et 90 % en poids de motifs styrene. 

[0045] Le support solide utilise peut Stre, sous les formes usueties appropriees, par exemple, sous la forme d'une 
plaque de microtitration, d'une feuille, d'un cdne, d'un tube, d'un puits, de billes ou analogues. 
[0046] Le procede de I'invention peut servir a la detection et/ou au dosage d'un fragment d'acide nucleique cible 
susceptible d'etre present dans un echantillon, notamment dans les cas deja mentionnes dans I'introduction de la 
10 presente demande : diagnostic de maladies genetiques, identifications d'agents pathogenes tels que bacteries, virus, 
champignons, ou parasites, etc. La sequence nucleotidique d'interet est une partie determinee de la sequence nu- 
cleotidique de la cible, qui peut etre choisie, notamment, comme moyen de caracterisation d'une espece, d'un genre, 
d'un allele ou analogues. La sequence nucleotidique d'interet est fixee sur le support solide directement ou indirecte- 
ment par I'intermediaire d'un ligand. Le ligand peut notamment etre une sonde de capture choisie pour etre compte- 
rs mentaire d'une autre region de la cible, selon la technique sandwich, qui est bien connue. Dans un autre mode de 
realisation de la technique sandwich, la sonde de capture est elle-meme greffee sur un copolymere immobiiisee ou 
immobilisable sur le support solide, par exemple par adsorption passive, c'est-a-dire sans formation d'une liaison co- 
valente entre le support et le copolymere portant la sonde de capture. Cette methode peut contribuer a reduire le bruit 
de fond. La sequence d'interet peut egalement Stre fixee directement sur le support solide par I'intermediaire de la 
20 cible selon la technique "Reverse-Dot". 

[0047] Le procede de I'invention est egalement applicable aux immunoessais et notamment a la detection d'hapte- 
nes, d'antigenes, de polypeptides ou d'anticorps, dans des processus avec ou sans competition. Par exemple, un 
oligonucleotide peut etre greffe, par liaison covalente de preference, a un ligand susceptible de reagir specifiquement 
avec une molecule cible. Cet oligonucleotide joue alors le role de la "sequence d'interet". Dans les techniques de 
25 competition, I'oligonucleotide peut etre greffe, de preference par covalence, a un ligand, ledit ligand etant susceptible 
d'entrer en competition avec la cible pour sa fixation a un anti-ligand specifique. Les techniques de couplage entre un 
ligand et I'oligonucleotide dependent de la nature du ligand et sont bien connues. II est evidemment necessaire de 
choisir une methode de couplage qui n'altere pas la capacite du ligand a reconnaTtre I'anti-ligand, ce qui peut etre 
facilement verifie par de simples experiences de routine. 
30 [0048] Le terme "anticorps" designe notamment les anticorps monoclonaux ou polyclonaux, les fragments d'anti- 
corps et les anticorps obtenus par recombinaison genetique. 

[0049] Le terme "haptene" designe une molecule de taille insuff isante pour etre immunogene, mais qui par couplage 
avec une proteine, par exemple, permet par immunisation d'animaux I'obtention d'anticorps reconnaissant ladite mo- 
lecule. 

35 [0050] A titre illustratif, si la cible a doser est un antigene, la sequence d'interet (c'est-a-dire I'oligonucleotide) est 
greffee sur un anticorps specifique de I'antigene. Cet anticorps, apres reaction avec I'antigene, peut reagir par I'inter- 
mediaire de la sequence d'interet pour former un complexe avec le reactif oligonucleotides-latex. L'unite oligonucleo- 
tidique greffee sur les particules de latex comprend une sequence complementaire d'au moins une partie de la se- 
quence d'interet. Avec une sonde de detection marquee, on peut ainsi reveler I'antigene avec une bonne sensibilite, 

40 grace a I'amplification du signal. 

[0051] Si l'unite oligonucleotidique du reactif comprend une sequence specifique de la sequence d'interet et une 
autre sequence, cette autre sequence sera complementaire de la sequence, arbitraire, de la sonde. Une reduction du 
nombre d'etapes est possible en utilisant un tampon approprie permettant a la fois la reaction du ligand sur I'anti-ligand 
et I'hybridation des sequences nucleotidiques entre elles. Un essai en une etape est realisable, I'anticorps etant greffe 

45 a la sequence d'interet, le reactif de detection latex-oligonucleotides et la sonde de detection reagissant pendant la 
meme incubation. 

[0052] Dans le dessin annexe, la figure unique est un graphe representant la variation du signal avec amplification 
(-♦-) et sans amplification (-Q) dans I'essai decrit a I'exemple 2 ci-apres. En abscisse est portee la quantite de copies 
d'ADN cible, exprimee en puissances de 1 0, et en ordonnee le signal exprime en unites relatives de fluorescence (URF). 
so [0053] Les exemples suivants illustrent I'invention. Dans ces exemples, les sequences nucleotidiques utilisees sont 
les suivantes : 

- sequence 3059 : 
55 TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAG 
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- sequence 2908 : 

AACGCTACTACTATTAG 

5 

- sequence 3057 : 

CTACTAATAGTAGTAGCGTT 

10 

EXEMPLES 

15 EXEMPLE 1 : Couplage d'un I'oligonucle'otide avec des particules de latex 

[0054] On effectue prealablement une activation de ['oligonucleotide 2908 avec du phenyiene-diisothiocyanate dans 
les conditions suivantes : 30 nanomoles d'oligonucleotide sont mis en solution dans 25 ul de tampon borate de sodium 
0,1 M pH 9,3 auquel on ajoute 60 ul d'une solution de phenyiene-diisothiocyanate (DITC) dans le dimethyl-formamide 

20 & 30 g/L. Apres 2 heures d'incubation a 37°C, on extrait par le butanot le DITC n'ayant pas reagi, puis on recueille la 
phase aqueuse et I'evapore a sec sous pression reduite. On obtient ainsi ['oligonucleotide 2908 active. 
[0055] Dans un tampon carbonate de sodium 0,1 M, pH 9,3 contenant I'oligonucleotide 2908 active, on ajoute un 
latex, de facon a obtenir une suspension contenant 1 % en poids de particules et 1 00 ug d'oligonucleotide 2908 par ml. 
[0056] Le latex a ete obtenu de facon analogue a celle decrite dans I'exemple 1 du brevet FR-2 676 451 , au depart 

25 d'un melange de styrene et de chlorhydrate d'aminomethyl styrene, contenant 1 % en poids de ce dernier (qui est lui- 
meme un melange 60:40, en moles, des isomeres para et meta). Les particules ont des dimensions moyennes de 
I'ordre de 430 nm. 

[0057] Apres 15 heures sous agitation, on soumet a une centrifugation et le culot de centrifugation est repris dans 
un tampon glycine 0,1 M NaCl 0,15 M, pH 8,2. 
30 [0058] Le rendement de couplage est determine en dosant (en UV a 280 nm) la quantite d'oligonucleotides residuels 
dans le surnageant apres centrifugation du latex. Ce rendement est de I'ordre de 70 %. 

EXEMPLE 2 : 

35 [0059] Detection d'un fragment d'acide nucleique du virus de I'hepatite B par protocole sandwich sur automate VI DAS 
en utilisant pour la detection des oligonucleotides couples a des particules de latex, obtenus a I'exemple 1 ci-dessus. 
[0060] Le protocole suivant est effectue automatiquement sur I'automate VI DAS® commercialise par la societe bio- 
Merieux-Vitek. 

[0061] La reaction est conduite dans un support conique appele SPR ("Solid Phase Receptacle"), realise a partir 
d'un materiau vendu sous la denomination "K resine" (copolymere butadiene-styrene) et commercialise par la societe 
bioMerieux-Vitek (USA). Les divers reactifs sont disposes dans les differents puits d'une barrette et les etapes suc- 
cessives se deroulent dans le SPR qui fait office de pipette. La reaction d'hybridation sandwich decrite dans le protocole 
ci-dessous se produit sur la paroi interne du cone. 

[0062] Sur la surface interne du SPR, est fixe passivement oligonucleotide 3059 (specifique de PADN du virus de 
45 I'hepatite B) couple a un copolymere (decrit a I'exemple 1 de FR-2 710 075). La concentration utilisee est de 0,15 
nmole/ml d'oligonucleotides dans un volume de 300 uL d'une solution de PBS 4x (phosphate de Sodium 200 mM pH 
7,0, NaCl 600 mM). Apres 18 heures a temperature ambiante, ou deux heures a 37°C, les cones sont laves 2 fois par 
une solution de PBS Tween , puis seches sous vide. 

[0063] La barrette contient I'ensemble des reactifs necessaires a la detection, dans des puits independants, c'est- 
so a-dire : 

puits 2 : 1 00 ul d'une solution a 0,01 5 nmoles/ml oligonucleotide 2908 lie aux particules de latex, dans un tampon 
PEG (phosphate de sodium 150 mM, NaCl 450 mM, pH 7 + ADN de sperme de saumon 0,14 mg/ml (Sigma D 
9156) + 20 g/l de PEG 4000 (Merck 807490) + 6,5 g/l de Tween 20 (Biorad 170-6531)), 
55 - puits 3 : 200 p\ d'une solution a 0,045 nmoles/ml dans le tampon PEG de la sonde de detection. La sonde de 
detection est Toligonucleotide 3057, couple a la phosphatase alcaline comme decrit dans WO-91/19812. 
puits 4 et 5 : 2 fois 600 ul de solution de lavage PBS Tween, 

puits 6 : 300 ul de substrat MUP (methyl-4 umbelliferyl phosphate) en solution dans un tampon diethanolamine. 
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[0064] Dans le premier puits (puits 1) de la barrette, sont deposes 200 ul de la solution de cible dans un tampon 
PEG. Apres melange, reconstitue dans le puits 2, de la cible (1 1 0 ul du puits 1 ). de la sonde de detection et du conjugue 
oligonucleotide-latex pour ('amplification (110 ul du puits 3), et incubation pendant 45 minutes du c6ne contenant ledit 
melange, le cdne est lave 2 fois par une solution de PBS Tween. 250 ul de substrat sont aspires dans le cdne pendant 
5 15 minutes, puis relaches dans une cuvette de lecture. L'appareil mesure le signal fluorescent exprime en URF (unites 
relatives de fluorescence). 

[0065] A titre de comparaison, on a realise un essai analogue, mais en omettant ('addition du conjugue 2908-latex 
dans le puits n° 2. 

[0066] Les resultats sont representes a la figure 1 . 

w 

Revendications 

1 . Necessaire pour la detection d'une sequence nucleotidique d'interet a I'aide d'une sonde nucleotidique marquee, 
is avec amplification de signal, caracterise par le fait qu'il contient, dans des conteneurs appropries, ladite sonde 

nucleotidique, marquee avec un traceur, et un reactif comprenant essentiellement une suspension de particules 
sur lesquelles est immobilisee au moins une serie d'unites oligonucleotidiques, chacune desdites unites oligonu- 
cleotidiques de ladite serie, toutes identiques, comprenant, au moins, une sequence nucleotidique capable d'hy- 
bridation avec ladite sequence d'interet et une sequence nucleotidique capable d'hybridation avec ladite sonde, 
20 ledit reactif contenant plus de 10 desdites unites oligonucleotidiques de ladite serie par particule. 

2. Necessaire selon la revendication 1 , caracterise par le fait que, dans une meme unite oligonucleotidique, lesdites 
sequences capables d'hybridation sont distinctes et non chevauchantes. 

25 3. Necessaire selon la revendication 1 , caracterise par le fait que, dans une meme unite oligonucleotidique, Tune 
desdites sequences capables d'hybridation est incluse dans I'autre. 

4. Necessaire selon la revendication 3, caracterise par le fait que, dans une meme unite oligonucleotidique, lesdites 
sequences capables d'hybridation sont identiques. 

30 

5. Necessaire selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que ledit reactif con- 
tient en moyenne de 100 a 1000 desdites unites oligonucleotidiques par particule. 

6. Necessaire selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que lesdites particules 
35 ont des dimensions inferieures a 1 0 um. 

7. Necessaire selon la revendication 6, caracterise par le fait que lesdites particules ont des dimensions pouvant 
aller de 50 nm a 5 urn et en particulier de 1 00 nm a 1 000 nm. 

40 8. Procede de detection, avec amplification de signal, d'une sequence nucleotidique d'interet susceptible d'etre im- 
mobilisee sur un support solide, dans lequel on utilise une sonde nucleotidique de detection marquee avec un 
traceur, caracterise par le fait que Ton ajoute a un milieu liquide en contact avec ledit support solide, dans des 
conditions permettant I'hybridation : 

45 - un reactif tel que defini dans Tune quelconque des revendications precedentes, 

et la sonde de detection marquee, puis on revele la presence eventuelle du traceur immobilise sur le support 
solide. 

9. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le fait que Ton ajoute le reactif et la sonde simulta- 
50 nement, c'est-a-dire sans etape de lavage intermediate. 

10. Utilisation d'un reactif tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 7, comme reactif d'amplification 
de signal dans un procede de detection d'une sequence nucleotidique d'interet. 

55 

Patentanspruche 

1. Kitt zur Detektion einer interessierenden Nukleotidsequenz mit Hilfe einer markierten Nukleotidsonde mit Si- 
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gnalamplifikation, dadurch gekennzeichnet, dass er in geeigneten Behaltern die mit einem Tracer markierte 
Nukleotidsonde und ein Reagenz enthalt, umfassend im Wesentlichen eine Suspension von Teilchen, auf denen 
mindestens eine Serie von Oligonukleotideinheiten immobilisiert ist, wobei alle diese OJigonukleotideinheiten der 
besagten Serie, alle identisch, mindestens eine Nukleotidsequenz, die mit der interessierenden Sequenz hybridi- 
s sieren kann, und eine Nukleotidsequenz enthalten, die mit der Sonde hybridisieren kann, wobei das Reagenz 

mehr als zehn der Oligonukleotideinheiten der Serie pro Teilchen enthalt. 

2. Kitt gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass in ein und derselben Obligonukleotideinheit die zur Hy- 
bridisierung befahigten Sequenzen voneinander verschieden und nicht uberlappend sind. 

w 

3. Kitt gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass in ein und derselben Oligonukleotideinheit eine der zur 
Hybridisierung befahigten Sequenzen in der anderen eingeschlossen ist. 

4. Kitt gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass in ein und derselben Oligonukleotikeinheit die zur Hy- 
15 bridisierung befahigten Sequenzen identisch sind. 

5. Kitt gemaB einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Reagenz im Mittel 100 bis 
1000 der Oligonukleotideinheiten pro Teilchen enthalt. 

20 6. Kitt gemaB einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Teilchen Abmessungen un- 
terhalb von 10 urn aufweisen. 

7. Kitt gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Teilchen Dimensionen aufweisen, die von 50 nm bis 
5 |xm und insbesondere von 100 nm bis 1000 nm gehen konnen. 

25 

8. Verfahren zur Detektion mit Signalamplifikation einer interessierenden Nukleotidsequenz, die auf einem festen 
Trager immobilisiert werden kann, worin man eine mit einem Tracer markierte Nukleotiddetektionssonde nutzt, 
dadurch gekennzeichnet, dass man zu einem flussigen Milieu in Kontakt mit dem festen Trager unter Bedingun- 
gen, die die Hybridisierung gestatten, hinzugibt: 

30 

ein Reagenz, wie es in einem der vorstehenden Anspruche definiert ist; 

und die markierte Nachweissonde, und anschlieBend gegebenenfalls die Anwesenheit des auf dem festen 
Trager immobilisierten Tracers bestimmt. 

35 9. Verfahren gemaB dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass man das Reagenz und die Sonde 
gleichzeitig, d. h. ohne zwischengeschalteten Waschschritt hinzugibt. 

10. Verwendung eines Reagenz, wie es in einem der Anspruche 1 bis 7 definiert ist, als Reagenz der Signalamplifi- 
kation in einem Detektionsverfahren einer interessierenden Nukleotidsequenz 

40 

Claims 

1. Kit for the detection of a nucleotide sequence of interest with the aid of a labelled nucleotide probe, with signal 
45 amplification, characterized in that it contains, in appropriate containers, the said nucleotide probe, labelled with 

a marker, and a reagent essentially comprising a suspension of particles on which is immobilized at least one 
series of oligonucleotide units, each of the said oligonucleotide units of the said series, all identical, comprising, 
at least, a nucleotide sequence capable of hybridizing with the said sequence of interest and a nucleotide sequence 
capable of hybridizing with the said probe, the said reagent containing more than 10 of the said oligonucleotide 
so units of the said series per particle. 

2. Kit according to Claim 1 , characterized in that, in the same oligonucleotide unit, the said sequences capable of 
hybridization are distinct and nonoverlapping. 

55 3. Kit according to Claim 1 , characterized in that, in the same oligonucleotide unit, one of the said sequences 
capable of hybridization is nested in the other. 

4. Kit according to Claim 3, characterized in that, in the same oligonucleotide unit, the said sequences capable of 
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hybridization are identical. 

5. Kit according to any one of the preceding claims, characterized in that the said reagent contains on average from 
100 to 1000 of the said oligonucleotide units per particle. 

5 

6. Kit according to any one of the preceding claims, characterized in that the said particles have sizes of less than 
10 urn. 

7. Kit according to Claim 6, characterized in that the said particles have sizes which may range from 50 nm to 5 
w um and in particular from 100 nm to 1000 nm. 

8. Process for the detection, with signal amplification, of a nucleotide sequence of interest capable of being immo- 
bilized on a solid support, in which a detection nucleotide probe labelled with a marker is used, characterized in 
that there are added to a liquid medium in contact with the said solid support, under conditions allowing the hy- 

15 bridization: 

a reagent as defined in any one of the preceding claims, 
and the labelled detection probe, 

20 and the possible presence of the marker immobilized on the solid support is then revealed. 

9. Process according to the preceding claim, characterized in that the reagent and the probe are added simultane- 
ously, that is to say without an intermediate washing step. 

25 10. Use of a reagent as defined in any one of Claims 1 to 7, as signal amplification reagent in a process for the detection 
of a nucleotide sequence of interest. 
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FIGURE 1 
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